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促 性 腺 激素 释放 激素 类 似 物 对 长 臂 饮 脑 垂 体 
促 性 腺 激素 分 泌 的 影响 
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摘要 : 采用 离 体 灌流 孵育 技术 和 促 性 腺 激素 的 放射 免疫 测定 方法 ， 对 长 内 铝 ( Cranoglanis jouderius ) 脑 垂 
体 碎 片 促 性 腺 激素 的 分 泌 进行 了 研究 。 结 果 表 明 : 持续 的 促 性 腺 激素 释放 激素 类 似 物 (GnRH-A) 能 显著 刺激 
退化 期 的 长 鞭 钱 离 体 脑 垂 体 碎片 促 性 腺 激素 (GTH) 的 分 洲 ， 并 且 长 恬 鱼 脑 垂体 碎片 对 持续 的 GnRH-A 刺激 未 
表现 出 脱 敏 性 ， 该 结果 与 胡子 钻 和 处 鱼 相似 ， 而 与 金鱼 和 鲤 科 鱼 类 不 同 ; 重复 脉冲 GnRH-A 刺激 对 长 性 饮 脑 垂 
体 碎片 GTH 分 记 具 有 促进 作用 ， 而 且 存 在 剂量 依存 关系 ， 与 钻 鱼 和 鲤 科 鱼 类 相 类 似 。 上 述 结果 表明 在 长 丑 钱 的 
人 工 繁殖 中 可 以 用 持续 高 浓度 GnRH-A 刺激 对 长 必 鱼 进行 催 熟 和 催产 。 
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Effect of Gonadotropin Hormone-Releasing Hormone 
Analogs on the Gonadotropin Secretion by the Pituitary of 
Helmet Catfish (Cranoglanis bouderius ) in vitro 
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Abstract: The gonadotropin (GTH ) secretion from pituitary fragments of helmet catfish ( Cranoglanis bouderius ) was 
studied by a perfusion incubation system and GTH radiommunoassay (RIA). The results showed that chronic administra- 
tion of gonadotropin hormone-releasing hormone analogs (GnRH-A) was able to stimulate GTH release from pituitary frag- 
ments in vitro , which was consistent to African catfish ( Clarias gariepinus ) and catfish ( Silurus asotus). The insensitivi- 
ty to chronic administration of GnRH-A was not be observed in the helmet catfish ，which was consistent to catfish and 
African catfish, but different from that in goldfish ( Carassius auratus) and Cyprinus carpio haematopters. Repetitive 
pulse administration of GnRH-A was also able to stimulate GTH release from the pituitary fragments in dose-dependent 
manner in helmet catfish. These results showed that chronic administration of GnRH-A could have an effect on artificial 
propagation of helmet catfish. 
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句 形 目 (Siluriformes) 鱼 类 在 世界 养殖 鱼 类 中 noglanis)， 是 鲈 形 目 中 我 国 特 有 的 名 贵 经 济 鱼 类 ， 
占有 重要 的 位 置 。 长 辟 钱 ( Cranoglanis bouderius) 具有 重要 的 开发 利用 价值 。 但 长 期 以 来 由 于 滥 捕 小 
属于 长 臂 鲍 科 (Cranoglanididae) 长 辟 鲍 属 (Cra- ” 炸 , 长 避 鲍 资源 日 益 枯 竭 ， 使 得 苗 种 不 足 影响 了 养 
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殖 业 的 发 展 。 国 内 外 对 胡子 钻 科 (Van Oordt & 
Goos，1987)、 钻 科 (Wen & Lin，2001)、 鳞 科 
(Wang et al，1998) 等 鳞 形 目 鱼 类 的 生殖 内 分 刻 生 
理 研究 表明 ， 在 体 注 射 GnRH 及 其 类 似 物 能 促进 
GTH 释放 并 最 终 诱导 卵子 成 熟 和 排卵 (De Leeuw et 
引 ，198$，1988); 但 对 长 臂 鲍 科 的 生殖 生理 以 及 长 
肚 鲍 性 腺 发 育成 熟 和 与 排卵 有 关 的 促 性 腺 激素 的 分 
泌 调控 机 理 的 研究 尚 属 空白 ， 在 一 定 程度 上 制约 了 
人 工 繁殖 研究 的 进展 。 本 实验 在 离 体 条 件 下 使 用 
GnRH-A 对 长 导 饮 脑 垂 体 碎片 的 GTH 分 泌 进 行 研 
究 , 可 以 更 好 地 阐明 GnRH-A 对 脑 垂体 GTH 分 沁 
的 影响 ， 为 人 工 繁殖 研究 的 开展 英 定 基础 。 
1 材料 和 方法 
1.1 实验 材料 

长 臂 鲍 购 于 广州 黄沙水 产品 批发 市 场 。 为 性 腺 
退化 期 的 鱼 ， 体 长 为 30 ~ 34 cm， 体重 为 520 ~ 720 
go 
1.2 试剂 

GnRH-A (des Gly!? [ D-Alas ] GnRH ethy- 
lamide) ， 宁 波 激素 厂 产 品 。 
1.3 长 丑 饮 脑 垂 体 碎片 的 离 体 灌流 肚 育 

垂体 离 体 灌 流 实验 采用 本 实验 室 建立 的 方法 
(Wen & Lin，2001)。 将 实验 鱼 断 头 取 血 ,立即 取 
出 垂体 置 于 冰 浴 的 平衡 盐 溶 液 ( 含 25 mmol/L 
HEPES 和 0.1% 牛 血清 白 蛋 白 ， 简 称 HBSS) 中 清 
洗 ， 然后 将 脑 垂体 切 成 小 于 1 mm 碎片 。 清 洗 碎片 
多 次 后 ， 将 每 份 相当 于 半 个 脑 垂 体 的 碎片 分 别 转移 
到 0.3 mL 柱状 灌流 孵育 室 中 ， 并 置 于 两 层 Cytodes- 
亚 微 载体 之 间 。 用 M199 培养 液 ( 含 Hanks 盐 溶 
液 、25 mmol/L HEPES 和 15 uvg/mL 抑 菌 酶 素 ) 预 


表 1 
实验 设计 
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灌流 过 夜 8 ~ 10 h， 流 速 为 S mL/h。 实 验 前 2h 用 
HBSS 替代 M199 培养 液 ， 并 将 流速 调 到 15 mL/h， 
继续 预 灌流 2 h， 以 建立 稳定 的 激素 基础 分 泌 ， 灌 
流 温 度 为 19+1%。 实 验 时 ， 根 据 不 同 的 实验 设计 
给 予 刺 激 ， 用 自动 收集 器 每 10 min (持续 性 刺激 ) 
或 5min (脉冲 式 刺 激 ) 收集 1 管 灌流 液 样品 ， 贮 
存 于 -25 所 的 低温 冰箱 中 待 测 GTH。 
1.4 实验 设计 
1.4.1 持续 性 GnRH-A 刺激 对 长 丑 饮 离 体 脑 垂体 
碎片 GTH 分 刻 的 影响 ”实验 同时 采用 3 个 灌流 柱 ， 
灌流 时 流速 为 5 mL/h， 每 10 min 收集 一 管 。 
GnRH-A 预先 用 HBSS 配 成 10 ymolXL 贮存 液 贮存 
于 -20 爷 的 低温 冰箱 中 ,使 用 前 用 HBSS 稀释 到 所 
需 浓度 (下 同 )， 实 验 用 鱼 为 性 腺 退化 期 的 肉 鱼 ， 
实验 重复 3 次。 实验 设计 见 表 1。 
1.4.2 脉冲 式 GnRH-A 刺激 对 长 蔷 鲍 离 体 脑 垂体 
碎片 GTH 分 泌 的 影响 ”同一 灌流 柱 间 隔 1h 引 入 3 
个 相同 浓度 的 GnRH-A 刺激 ， 每 次 3 个 灌流 柱 共 实 
验 1、10 和 100 nmol/L 3 个 浓度 。 灌 流 时 流速 为 
15 mL/h， 每 5 min 收集 1 管 。 实 验 用 鱼 为 性 腺 退化 
期 的 肉 雄 鱼 ， 实 验 重复 3 次 。 实 验 设计 见 表 2。 
1.5 激素 分 泌 反 应 的 计算 方法 及 数据 分 析 

脑 垂 体 对 持续 刺激 的 激素 分 泌 反 应 以 每 小 时 激 
素 分 泌 率 表示 ， 参 照 Habibi et al (1989) 的 计算 方 
法 ， 并 稍 做 修改 。 引 入 刺激 前 30 min (3 管 ) 的 激 
素 含 量 平均 值 作为 刺激 前 基础 分 泌 值 ， 持 续 性 刺激 
对 基础 GTH 分 泌 的 影响 定量 为 持续 反应 期 间 内 每 
小 时 各 管 ( 共 6 管 ) 收集 的 各 反应 的 激素 含量 平均 
值 ， 再 把 此 值 转换 成 引入 刺激 前 基础 分 泌 值 的 百 分 
数 。 

脑 球体 对 重复 脉冲 刺激 的 激素 分 泌 反 应 计算 方 


持续 性 GnRH-A 刺激 对 长 尽 鲍 离 体 脑 垂体 碎片 GTH 分 泌 影 响 的 


Table 1 The experimental design for the effect of chronic GnRH-A administration 
on GTH release from the pituitary fragments of helmet catfish in vitro 





时 间 处 理 方式 流速 收集 管 号 
Time (min) Administration method Speed (mL/h) Fraction No. 
480 - 600 M199 5 

120 HBSS 15 

60 HBSS 15 1 一 6 
300 100 nmol/L GnRH-A 15 7 一 36 

5 1 000 nmol/L GnRH-A 15 37 

60 100 nmol/L GnRH-A 15 38 一 43 
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表 2 重复 脉冲 式 GnRH-A 刺激 对 长 恬 鲁 离 体 脑 垂体 碎片 GTH 分 泌 影响 的 实验 设计 
Table 2 The experimental design for the effect of pulse GnRH-A administration on GTH release from the 
pituitary fragments of helmet catfish in vitro 
时 间 处 理 方式 Administration method 流速 收集 管 号 
Time (min) ”灌流 柱 1 Column 1 灌流 柱 2 Column 2 。 灌流 柱 3 Column 3 。 Speed 《mL 人 h) Fraction. Na. 
480 - 600 M199 5 
90 HBSS 15 
30 HBSS 15 1 一 0 
5 1 nmol/L GnRH-A 10 nmol/L GnRH-A 100 nmol/L GnRH-A 15 7 
60 HBSS 15 8 一 19 
5 1 nmol/L GnRH-A 10 nmol/L GnRH-A 100 nmol/L GnRH-A 15 20 
60 HBSS 15 21 一 32 
5 1 nmol/L GnRH-A 10 nmol/L GnRH-A 100 nmol/L GnRH-A 15 33 
60 HBSS 15 34 一 45 


法 有 两 种 : 把 每 个 刺激 之 前 的 3 管 收集 液 的 激素 
含量 平均 值 作为 基础 分 这 值 ， 将 各 刺激 后 30 min 内 
各 管 ( 共 6 管 ) 的 激素 反应 值 减 去 基础 分 泌 值 的 总 
和 ， 转 换 为 各 自 刺 激 前 的 基础 分 泌 的 百分数 。 它 表 
示 外 源 激 素 刺激 的 激素 分 泌 反 应 值 。@ 将 第 一 刺激 
前 的 3 管 收集 液 平均 值 作 为 基础 分 沁 ， 将 各 刺激 后 
30 min 内 各 管 〈( 共 6 管 ) 的 激素 反应 值 减 去 基础 分 
泌 后 的 总 和 ， 转 换 为 第 一 刺激 前 基础 分 泌 的 百 分 
数 。 它 表示 的 是 基础 的 加 上 外 源 激素 刺激 的 激素 反 
应 值 (反应 总 值 )。 

实验 数据 以 平均 值 + 标准 误 (Mean + SE) 表 
示 ， 用 SPSS 统计 软件 中 Duncan's 检验 (P < 0.05) 


和 Student's 了 检验 。 
2 结果 与 分 析 


2.1 持续 GnRH-A 刺激 对 长 臂 饶 脑 垂体 碎片 GTH 

分 泌 的 影响 

图 1 表示 持续 6h 100 nmol/L GnRH-A 刺激 对 
脑 垂体 碎片 GTH 分 泌 的 灌流 进程 图 ， 当 引入 持 续 6 
h 的 100 nmol/L GnRH-A 刺激 后 ，GTH 的 分 泌 量 在 
6~ 10 min 内 上 升 ， 然 后 一 直 保 持 在 较 高 的 分 泌 水 
平 。 引 入 刺激 后 每 小 时 内 的 分 泌 反 应 相同 (图 2)。 
5h 后 引入 一 个 5min 的 1000nmol/L 的 GnRH-A 刺 
激 , GTH 分 刻 再 次 出 现 一 个 峰值 (图 1) 。 性 腺 退 
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Fig.1 


持续 GnRH-A (100 nmol/L) 刺激 对 退化 期 长 恬 钱 高 体 脑 垂体 碎片 GTH 释放 的 


Effect of chronic administration of GnRH-A (100 nmol/L) on GTH release from the 


in vitro pituitary fragment of helmet catfish in regressed stage (show the representative 


perfusion process) 
箭头 表示 引信 5 min 的 1 000 nmol/L GnRH-A 刺激 。 


The arrow indicates the introduction of five minutes of GnRH-A (1 000 nmol/L) stimulations. 


| 
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第 一 小 时 


1st hour 


第 二 小 时 
2nd hour 


GTH 分泌 率 (基础 分 泌 的 百分数 /小 时 ) 
GTH secretion ratio (Percent of basal secretion/h) 





第 三 小 时 
3rd hour 


第 四 小 时 
4th hour 


第 五 小 时 
Sth hour 


灌流 时 间 ( 小 时 ) Perifusion Time(h) 


图 2 引入 持续 GnRH-A 刺激 后 长 莫 钱 离 体 脑 垂体 碎片 GTH 的 释放 反应 
Fig.2 The GTH release response from the in vitro pituitary fragment after chronic 
administration of GnRH-A in helmet catfish 
各 值 用 3 个 重复 灌流 柱 的 平均 值 + 标准 误 表 示 ， 标 有 不 同 字 母 者 表示 差异 显著 (Duncan's 检验 : P < 


0.05)。 


Each value represents the Mean + SE of three replicate perfusion columns, the significance is identified by the 


different superscript (Duncan’s test: P <0.05). 
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Dw pu 
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图 3 重复 脉冲 GnRH-A 刺激 对 退化 期 的 长 恬 鲍 离 体 脑 垂体 碎片 GTH 的 释放 的 影响 


(灌流 进程 图 ) 


Fig.3 The GTH releasing profiles in representative process after repetitive pulse administration 
of GnRH-A from in vitro pituitary fragment of helmet catfish in regressed stage (show the 


representative perfusion process) 


箭头 代 表 引 入 的 $ min 的 10 nmol/L 的 GnRH-A 刺激 。 


The arrows indicate the introduction of five minutes of CnRH-A (100 nmol/L) stimulations. 


化 期 长 辟 钱 脑 垂体 GTH 分 泌 反 应 为 基础 的 1.1 ~ 
2.4 倍 ， 表 明 此 发 育 期 的 长 臂 鲍 离 体 脑 垂 体 对 持续 
高 浓度 的 GnRH-A 刺激 一 直 保 持 分 泌 GTH 的 特性 。 
2.2 重复 脉冲 式 GnRH-A 刺激 对 长 恬 鲍 脑 垂 体 碎 
片 GTH 分 泌 的 影响 

图 3 表示 长 辟 鲍 脑 垂 体 碎 片 对 重复 脉冲 CnRH- 
A 刺激 反应 的 灌流 进程 图 。 间 隔 1h 给 以 1 个 5 min 
的 GnRH-A 刺激 ， 共 刺激 3 次 ， 结 果 能 产生 3 个 比 
较 一 致 的 GTH 分 弯 反 应 峰 。 引 入 第 一 刺激 后 ， 
GTH 分 泌 迅 速 出 现 一 个 峰值 ， 然 后 在 30 ~ 40 min 


内 下 降 至 高 于 第 一 刺激 前 基础 值 的 某 一 水 平 并 保持 
稳定 。 第 二 刺激 和 第 三 刺激 前 的 基础 GTH 分 泌 相 
同 ， 但 它们 都 显著 高 于 第 一 刺激 前 的 基础 GTH 水 
平 。 图 4 表示 重复 脉冲 GnRH-A 刺激 对 性 腺 发 育 退 
化 期 长 臂 鲍 离 体 脑 垂体 碎片 基础 CTH 分 沁 的 影响 ， 
第 二 和 第 三 刺激 前 的 基础 GTH 水 平分 别 约 为 第 一 
刺激 前 的 1.3~1.6 倍 和 1.4~1.6 信 。1、10、100 
nmol/L GnRH-A 对 基础 GTH 分 泌 没 有 显著 差异 。 
表明 脉冲 GnRH-A 刺激 可 使 性 腺 发 育 退化 期 长 辟 鲍 
离 体 脑 垂体 基础 的 GTH 分 泌 增 加 。 
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四 
外 名 口 第 一 刺激 1st stimulation 
二 图 第 一 刺激 2nd stimulation 
> EE 图 第 三 刺激 3rd stimulation 
La 





GnRH-A 浓度 GnRH-A concentration (nmoVL) 


图 4 重复 脉冲 GnRH-A 刺激 对 退化 期 的 长 蔷 鱼 离 体 脑 垂体 碎片 基础 GTH 释放 的 影响 
Fig.4 The effect of repetitive pulse administration of CnRH-A on basal GTH secretion in vitro 


perfusion process from the pituitary fragments of helmet catfish in regressed stage 
各 值 代表 同一 河流 柱 各 个 刺激 前 3 管 的 平均 值 上 标准 误 ，* 表示 与 第 一 刺激 相 比 差异 显著 (Student*s 4 


检验 : P < 0.05)。 


Each value represents the Mean + SE of three replicate perfusion columns, the significance is identified by * 


(Student's 4 test: P <0.05). 
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图 5 重复 脉冲 GnRH-A 刺激 对 退化 期 的 长 臂 鲍 离 体 脑 垂体 碎片 GTH 分 泌 的 影响 


Fig.5 The effect of repetitive pulse administration of CnRH-A on GTH release from the in vitro pituitary 


fragments of helmet catfish in regressed stage 


各 值 为 3 个 重复 灌流 柱 的 平均 值 标准 误 ， 标 有 不 同 字母 表示 差异 显著 〈Duncan's 检验 : P < 0.05)。 


Each value represents the Mean + SE of three replicate perfusion columns, the significance is identified by the different superserits 


(Duncan’s test: P <0.05). 


将 各 脉冲 刺激 的 GTH 分 沁 反 应 值 转化 为 各 自 
刺激 前 的 基础 分 这 的 百分数 (图 SA) ，1、10、100 
nmolL 的 GnRH-A 第 一 刺激 的 GTH 分 泌 反 应 分 别 
为 基础 分 泌 的 3.17、4.03 和 5.46 倍 ， 存 在 剂量 依 
存 关 系 。 由 于 基础 分 泌 提 高 ， 第 二 和 第 三 刺激 的 
GTH 分 泌 反 应 比 第 一 刺激 小 ， 第 二 和 第 三 刺激 之 
间 则 无 显著 性 差异 。 将 各 脉冲 刺激 的 GTH 分 沁 反 
应 值 转化 为 第 一 刺激 前 的 基础 分 泌 的 百分数 (图 
SB) 发 现 ，1、10、100 nmol/LGnRH-A 的 第 二 和 
第 三 刺激 的 GTH 分 沁 反 应 都 显著 高 于 第 一 刺激 ， 
说 明 GTH 的 总 反应 值 增 加 。1、10、100 nmol/L 
GnRH-A 之 间 的 GTH 分 泌 反 应 表现 出 较 好 的 剂量 
依存 关系 。 表 明 重 复 脉 冲 GnRH-A 刺激 不 仅 可 以 增 
加 长 蔷 鲁 离 体 脑 垂体 基础 的 GTH 分 说， 而 且 可 以 


剂量 依存 地 刺激 GTH 的 分 泌 。 
3 讨 论 


对 处 在 性 腺 退化 期 的 长 恬 鲍 肉 鱼 的 研究 表明 ， 
持续 的 100 nmol/L GnRH-A 刺激 使 离 体 脑 垂 体 碎 片 
GTH 分 泌 在 5 h 内 始终 保持 在 略 高 于 基础 GTH 水 
平 上 ， 从 刺激 后 的 第 一 小 时 到 第 五 小 时 ， 每 小 时 内 
GTH 的 分 沁 反 应 相同 。 表 明 此 发 育 期 的 长 革 鲍 离 
体 脑 垂体 对 持续 高 浓度 的 GnRH-A 刺激 一 直 保 持 分 
这 GTH 的 特性 ， 这 一 点 与 后 鱼 (Siiurus asotus ) 
(Wen，2001) 相似 。 但 性 腺 退化 期 的 长 恬 饶 肉 鱼 
对 持续 的 高 剂量 的 GnRH-A 刺激 未 表现 出 脱 敏 现 
象 , 这 一 点 与 性 成 熟 金 鱼 (Caorassiaus auratus ) 
(Habibi，1991)、 鲤 鱼 (Cyprinus carpio ) (Lin et 
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al，1995) 不 同 ， 而 与 罗 非 鱼 【〈 Tilapia mossambi- 
ca) (Levavi-Zermonsk & Yaron，1988) 、 非 洲 钻 鱼 
(Clarias gariepinus )、 钙 鱼 (Wen，2001) 相似 ， 
表明 了 这 些 鱼 类 在 GnRH 受 体 同 源 下 调 (Habibi， 
1991)、GTH 合成 的 抑制 (Chang et al，1991) 和 
受 体 后 水 平 调节 上 的 不 同 〈Stojilkovic et al， 
1989)。 由 于 脱 敏 反应 在 鱼 类 中 有 性 别 上 的 差异 
(Habibi，1991) ， 因 此 长 蔷 钱 雄 鱼 的 脑 垂体 是 否 也 
不 存在 脱 敏 反 应 ， 以 及 其 他 性 腺 发 育 时 期 的 长 辟 鲍 
脑 垂体 对 持续 GnRH-A 刺激 的 反应 都 有 待 于 进一步 
的 研究 。 

本 实验 结果 表明 ， 间 隔 1 h 引入 重复 的 GnRH- 
A 脉冲 刺激 后 ， 性 腺 退化 期 的 长 辟 鲍 的 脑 垂体 碎片 
具有 对 GnRH-A 刺激 产生 GTH 反应 的 能 力 ， 并 存 
在 剂量 依存 关系 。 引 入 第 一 刺激 后 ， 基 础 GTH 分 
泌 显 著 升 高 ， 并 使 第 二 和 第 三 刺激 产生 的 总 GTH 
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